间充质干细胞（MSC）是来源于胚胎发育早期中胚层的一种具备自我更新、多向分化潜能且经体外规模化扩增仍能保持其生物学特性的成体干细胞，最早由Friedenstein等[@b1]从骨髓中分离发现，具有贴壁性，呈纤维状。MSC的治疗作用目前认为有两个方面：一是MSC对于受损部位组织的定向分化及替代修复；二是MSC的旁分泌作用。MSC具有来源丰富、制备简单、多向分化潜能、低免疫源性和低致瘤性等特点，国际范围内已开展多项临床试验和临床应用。早期体内外研究发现MSC可促进造血干细胞移植（HSCT）后的造血功能重建。此外，因其表达HLA-Ⅰ类抗原，不表达或低表达HLA-Ⅱ类抗原，具有低免疫原性及抑制T细胞增殖的特性，在防治移植物抗宿主病（GVHD）及治疗血液疾病等方面具有临床价值，使其成为继造血干细胞（HSC）后又一成体干细胞的研究热点，本文我们就其在血液系统疾病中的研究现状及应用前景综述如下。

一、MSC防治GVHD的临床研究

GVHD是异基因HSCT（allo-HSCT）后最易发生且最为严重的并发症之一，糖皮质激素为一线治疗方案。但激素治疗GVHD有效率仅30%\~50%[@b2]，其他二线药物因耐药、感染、削弱移植物抗白血病效应（GVL）等原因在临床上的应用受到限制。因此，研究者仍在不断探索新的治疗策略，以期获得更理想的疗效。

2004年Le等[@b3]首次报道采用单倍体相合供者来源MSC治疗1例allo-HSCT后激素耐药的急性GVHD（aGVHD）患儿获得成功。此后，一项随机对照试验[@b4]探讨了供者来源骨髓间充质干细胞（BMSC）对GVHD的预防作用，相较单独HSCT组，BMSC输注组Ⅱ\~Ⅳ aGVHD发生率明显降低（5.3%对38.9%，*P*=0.002），表明MSC可有效预防GVHD。Zhao等[@b5]通过一项随机对照试验研究MSC治疗GVHD的有效性，纳入47例激素耐药GVHD患者，其中MSC治疗组28例，中位输注4次，治疗反应率明显高于非MSC治疗组（75.0%对42.1%，*P*=0.023），同时MSC组慢性GVHD（cGVHD）及广泛型cGVHD的发生率明显降低。MSC治疗组外周血CD4^+^/CD8^+^ T细胞、CD4^+^CD25^+^Foxp3^+^调节性T细胞（Treg细胞）以及信号结合T细胞受体删除DNA环（sjTREC）的含量较非MSC组明显上升。有研究表明胸腺与Treg细胞在免疫耐受中扮演重要角色，预处理过程可能损伤了胸腺导致GVHD的发生，而MSC可通过上调Treg细胞并修复胸腺损伤诱导免疫耐受发挥抗GVHD的作用[@b5]--[@b6]。Dander等[@b7]在一项研究中发现，多次进行第三方BMSC输注可提高aGVHD的缓解率，并且延长患者生存期，同时经MSC输注后患者体内Th1、Th17细胞比例下降，而Treg细胞比例增加，推测MSC可能通过调节T细胞亚群，调节促炎性细胞因子与抑炎性细胞因子之间的平衡来发挥抗GVHD的作用。Te Boome等[@b8]通过一项Ⅱ期临床试验发现MSC输注患者生存期更长，通过评估疗效预后生物学标志发现联合监测外周血TNFR-α、Reg3α、HGF、IL-8、Elafin和IL2R-α浓度，可评估MSC的疗效。

cGVHD是allo-HSCT后长期存活患者的主要并发症，是非复发死亡的主要原因。近年许多研究证实了MSC对cGVHD的疗效，Weng等[@b9]采用MSC作为挽救性治疗手段治疗19例难治性cGVHD，其中4例完全缓解，10例部分缓解，有效率为73.7%。Peng等[@b10]回顾性分析第三方供者来源的MSC挽救性治疗难治性cGVHD，入组23例患者，随访12个月，其中20例获得缓解，总反应率为87.0%。相较于非MSC治疗组，MSC输注并不会增加感染及肿瘤复发的危险。该团队进一步研究发现，不同于aGVHD，MSC可能通过促进CD5^+^ B细胞的增殖，并且促进其分泌IL-10发挥抗cGVHD作用，首次证实CD5^+^调节性B细胞（Breg细胞）可能是MSC治疗cGVHD的靶细胞。

二、MSC与HSC共同输注加速造血功能重建

放射、移植前预处理相关毒副作用以及HLA不相合HSCT均可导致骨髓造血微环境严重受损，致使移植后造血重建延迟，三系恢复缓慢，感染、出血等风险增加，甚至移植失败[@b11]。因此尽快重建骨髓造血功能是确保移植成功的关键。体外及动物实验证实MSC可以加速造血重建[@b12]--[@b13]，许多临床试验也证明MSC与HSC共同输注促进造血功能恢复。Wu等[@b14]报道了50例难治/复发恶性血液系统疾病患者进行单倍体相合造血干细胞移植（Haplo-HSCT）联合脐带MSC输注治疗的安全性、有效性，未发现输注相关不良反应，所有患者均达到供者植入状态并获得迅速稳定的造血能力，粒系及血小板重建的中位时间分别12 d和15 d。另一研究通过随机对照试验对高危白血病患者MSC共移植与单纯移植在造血功能恢复方面进行了比较，其中共移植组粒系及血小板重建的中位时间为12 d、30 d，明显短于单纯移植组（*P*=0.003，*P*=0.004）[@b15]，表明MSC能够促进造血功能重建，缩短造血恢复时间。

有研究认为MSC可通过分泌SDF-1等细胞因子诱导HSC穿过血管归巢到骨髓加速造血功能恢复，急性髓系白血病患者移植后造血恢复缓慢，体内SDF-1水平较低，通过提高SDF-1水平能够缩短造血恢复时间，提示SDF-1/CXCR-4介导的MSC与HSC归巢可能是加速恢复造血重建功能的机制之一[@b16]。同时MSC作为骨髓基质细胞的前体细胞，可向成骨细胞、成纤维细胞等基质细胞分化，并通过分泌细胞外基质形成复杂的网状支架结构，参与构建HSC成骨细胞及网状基质龛，而其是骨髓造血微环境的重要组成部分，MSC通过调节定植于其中的造血细胞生理活性发挥促进造血重建的功能[@b17]。

三、MSC预防及治疗移植后植入功能不良（PGF）

PGF是allo-HSCT后的严重并发症之一。其发生率为5%\~27%[@b18]；在排除活动性GVHD及血液学复发的条件下，若供者造血干细胞短串联重复序列PCR提示100.0%骨髓嵌合但外周血细胞计数未能恢复，即诊断为PGF[@b17]。PGF的病因和发病机制目前尚未阐明，多因素分析显示其与移植前血清铁蛋白浓度、预处理强度、移植的HSC来源及数量、HLA配型相合程度等因素相关[@b18]--[@b20]。目前临床上治疗PGF的方法主要包括输血、粒细胞集落刺激因子（G-CSF）治疗、二次移植等，但疗效差、风险大、费用高。近年有研究采用MSC单独或者联合HSCT治疗PGF获得成功的报道。

Meuleman等[@b21]最早报道了6例移植后PGF采用供者来源的MSC输注治疗，其中2例HSCT前达完全缓解（CR）患者完全恢复造血，其余4例HSCT前未达CR患者对MSC输注无反应。后者可能因为大剂量预处理严重的破坏了骨髓基质，削弱了骨髓微环境的造血支持作用。作者推测MSC输注并不是通过促进HSC植入直接发挥作用，而是通过刺激残存的造血组织以及修复受损的骨髓微环境间接发挥作用。随后刘晓丹等[@b22]报道5例allo-HSCT后PGF（中位发生时间47 d）患者采用第三方供者来源的MSC输注治疗，所有患者在MSC输注前均呈完全嵌合状态；骨髓穿刺均提示完全缓解、骨髓增生减低。1例患者在首次MSC移植后恢复造血功能，余4例在二次输注MSC后造血恢复，粒系及血小板在MSC首次输注后达到造血恢复标准的中位时间为34 d与47 d。该研究表明单独MSC输注治疗PGF是一种可行的方法，有助于患者造血功能的恢复，但在随访期间有3例患者在MSC输注后出现EBV激活的现象值得关注。该团队随后开展了一项前瞻性临床研究[@b23]，研究对象为20例PGF患者，其中17例经MSC输注后造血功能恢复，仅3例1\~3次MSC输注无效，进一步表明MSC可以治疗移植后PGF。但值得一提的是，该20例患者在MSC输注的同时使用了G-CSF，而在Meuleman等[@b21]的研究中MSC为单独输注，G-CSF单独用于治疗PGF并未见明显效果，因此G-CSF联合MSC输注在治疗PGF中扮演的角色仍需进一步的临床研究。为了解MSC治疗PGF可能的机制，该研究进一步分析了MSC输注前后淋巴细胞亚群的变化，结果表明MSC输注后CD4^+^ T细胞明显高于输注前（*P*=0.012），而CD8^+^ T细胞则明显下降（*P*=0.043），CD4^+^/CD8^+^比值显著增高（*P*= 0.010），Treg细胞、CD19^+^ B细胞无明显改变。推测MSC治疗PGF的机制可能是通过调节CD3^+^CD4^+^与CD3^+^CD8^+^细胞之间的平衡发挥免疫调节反应。

四、MSC在再生障碍性贫血（AA）等骨髓衰竭性疾病中的应用

AA是以骨髓造血功能衰竭导致全血细胞减少及骨髓增生减低为主要特征的疾病，以贫血、出血、感染为主要临床特征。AA的病理机制具有高度异质性，涉及造血干/祖细胞缺陷、骨髓造血微环境异常以及免疫功能紊乱[@b24]。近年有研究表明AA患者自身BMSC存在功能缺陷，对造血功能支持及对T细胞分泌抑制功能的作用明显低于健康人[@b25]。AA患者MSC基因型及脂肪化能力的异常，可导致造血微环境异常，同时MSC功能缺陷引起免疫抑制作用减低，导致T细胞功能亢进，Treg细胞比例下降，T细胞亚群的不平衡促使机体分泌大量Th1型炎性细胞因子（IL-2、IFN-γ），诱导造血细胞大量凋亡，可能是导致AA的发生的原因之一[@b26]--[@b27]。而MSC所特有的骨髓微环境修复、免疫调控作用及造血支持作用为AA的治疗提供了一个新方法。

Xiao等[@b28]的早期动物模型研究证实：尾静脉注射MSC后可24 h归巢到AA小鼠骨髓内并促进骨髓损伤修复，并进一步证实MSC可以通过影响Notch/RBP-J/FOXP3/RORγt信号通路调节Th17/Treg细胞比例发挥治疗AA的作用[@b29]。2013年Xiao等[@b30]首次报道采用BMSC输注治疗18例免疫抑制治疗（IST）无效且无同胞全相合供者的AA患者，相比较于历史对照组（二次IST）有效率的5.56%，MSC输注组有效率为33.3%，且MSC治疗后可明显上调Treg细胞比例。该团队随后相继开展了第三方供者BMSC单独输注[@b31]以及供者来源的BMSC联合Haplo-HSCT[@b32]治疗难治性AA患者的Ⅱ期多中心临床试验，其中74例IST无效或复发的AA患者接受第三方供者BMSC单独输注，中位输注剂量为（1\~2）×10^6^/kg，每周输注1次，输注4次为1个疗程，所有患者均接受1\~2个疗程BMSC输注后进行疗效评估，总体反应率为28.4%，中位随访17个月，总生存率为87.8%，粒系、红系及巨核系中位恢复时间分别为19、17、31 d。另44例SAA患者接受BMSC联合Haplo-HSCT治疗，97.6%获得造血功能重建，1年总生存率77.6%，随访期间均无BMSC输注不良反应发生。危薇等[@b33]通过回顾性分析Haplo-HSCT联合BMSC输注治疗25例儿童SAA患者，观察移植后造血恢复情况以及移植相关并发症，结果全部患儿粒系植入，23例血小板植入，中位植入时间为分别为12 d和21 d，25例患儿中22例长期存活且脱离输血，总生存率为（86.20±7.5）%。以上研究表明，MSC单独或者联合HSCT治疗AA具有一定的疗效，为临床上治疗AA提供了一个新的方法。

五、问题与展望

综上所述，MSC在HSCT后GVHD的防治、与HSC共同输注促进植入及造血功能重建、治疗PGF及AA等方面显示了一定的疗效和应用前景，但多数为单中心、小样本研究，且有许多问题尚未明确，主要包括：

1．MSC归巢与调控GVHD的机制尚未阐明：大量体内外研究证实MSC的归巢与多个受体及因子相关，但其在不同疾病模型的生物体内归巢机制尚不明确。此外，MSC调节免疫的作用受机体免疫细胞及炎症介质的影响，具有两面性，如在IFN-γ介导下MSC具有免疫抑制功能，而当机体存在感染时，MSC通过促进免疫反应发挥抗感染作用而非抑制T细胞的增殖[@b34]。这种两面性使MSC在临床上的应用更为复杂。因此，深入研究MSC的两面性及其机制，对临床治疗GVHD具有重要意义。

2．MSC在不同疾病模型环境下调控与分化的机制及其作用亚群不明：不同来源MSC及不同研究机构有关MSC促进造血植入以及GVHD的疗效有不同结果。有研究认为MSC是一群多克隆的细胞群体，这些克隆亚群在细胞形态、增殖潜能以及细胞功能等方面存在差异，不同的细胞亚群可以发挥诸如免疫抑制、促进血管生成、促进造血等不同的作用，从而在不同的疾病中发挥作用[@b35]。因此，寻找到更好的促进造血、发挥免疫调节的亚群，针对性治疗疾病，对MSC精准或靶向治疗血液系统疾病的具有重要的意义。

3．如何进一步提高MSC输注疗效以及远期安全等问题仍需关注：尽管目前MSC逐步应用于临床，并取得了一定的疗效，但针对不同疾病种类MSC输注窗口期、输注剂量、输注方式、输注频次尚无一致结论，MSC多次输注后是否增加第二肿瘤的风险，MSC的免疫抑制作用是否会增加感染风险，不同组织来源的MSC其生物学特性及临床疗效是否一致等问题仍值得关注和研究。

4．期待前瞻性、多中心临床研究结果：许多临床试验结果初步显示了MSC治疗血液系统疾病的安全性与疗效。但仍缺乏大规模、多中心、前瞻性的临床研究。目前在Clinical Trials.gov注册的有关MSC的临床研究达650余项，其中约10%与血液系统疾病相关，初步的研究结果令人鼓舞，美国、加拿大、日本等国已批准了MSC治疗GVHD的临床应用，随着MSC分离纯化、体外诱导分化、基因修饰等技术的改进，将来会有纯度更高、归巢效率更好、专属性更强的MSC进入临床研究，对GVHD、PGF、GF及AA等的治疗效果值得期待。

[^1]: 肖扬（现在广州医科大学第二附属医院干细胞转化医学中心）
